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  Einleitung 
1 Einleitung 
Leiomyome und Leiomyosarkome, Tumore der glatten Muskulatur, kommen am 
häufigsten am Uterus vor, so dass in dieser Arbeit vornehmlich Tumore dieses 
Organs behandelt werden. Im Grunde entspricht die Häufigkeit ihres Auftretens 
aber im wesentlichen der Verteilung der glatten Muskulatur im menschlichen 
Körper, so dass sie auch in anderen Organsystemen wie dem Gastrointestinaltrakt 
oder den Gefäßen auftreten.  
Meist sind die gutartigen Leiomyome mit einfachen diagnostischen Maßnahmen 
von den bösartigen Leiomyosarkomen zu unterscheiden. Das klinische Verhalten 
der Leiomyome und Leiomyosarkome lässt sich in der Regel ebenfalls mit 
konventionellen Methoden zuverlässig vorhersagen. Es gibt jedoch immer wieder 
Fälle, bei denen das morphologische und histologische Bild nicht mit den 
klinischen Befunden der Primärdiagnostik oder mit denen des späteren klinischen 
Verlaufs übereinstimmen. Obwohl diese Fälle nur eine Minderheit repräsentieren, 
ist es notwendig, zusätzliche Diagnosekriterien zu finden - schließlich ist eine 
genaue Diagnose nicht nur wichtig im Hinblick auf die primäre 
Therapieentscheidung, sondern auch, um zuverlässige Aussagen über 
Krankheitsverlauf und Heilungsaussichten machen zu können. 
1.1 Leiomyome und Leiomyosarkome 
1.1.1 Leiomyome 
Epidemiologie und Ätiopathogenese: Leiomyome sind gutartige Tumore klonalen 
Ursprungs, die an ihrem gerichteten Muster der Inaktivierung des zweiten X-
Chromosoms erkennbar sind. Sie treten bei etwa 25 % aller Frauen auf (Buttram, 
Jr. & Reiter 1981). Neuere Bildgebungstechniken verdeutlichen allerdings, dass 
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die wirkliche Prävalenz viel höher als 25 % ist. Sorgfältige histologische Unter-
suchungen weisen darauf hin, dass sie sogar bis zu 77 % betragen kann (Cramer 
& Patel 1990). Bei schwarzen Frauen ist das Erkrankungsrisiko bis zu neunmal 
höher als bei weißen Frauen (Faerstein, Szklo & Rosenshein 2001). 
Die Entstehungsursache ist bislang nicht genau bekannt. Neben hormonellen 
(Ross et al. 1986) und genetischen Ursachen (Parazzini et al. 1988) sollen sowohl 
Ernährung (Chiaffarino et al. 1999) als auch Nikotinkonsum (Parazzini et al. 
1996) die Entstehung von Leiomyomen beeinflussen. Die Gebärmuttertumore 
sind östrogensensitiv und bilden sich in der Menopause oft zurück. 
Klinik und Diagnostik: Leiomyome sind in der Regel asymptomatisch. Dennoch 
treten bei vielen Frauen mit uterinen Tumoren Symptome auf, die eine Therapie 
erfordern. Die Beschwerden können generell in drei Kategorien klassifiziert 
werden: Blutungsanomalien, Unterbauchschmerzen und reproduktive Dysfunktion 
(Stewart 2001). Bei den Blutungsanomalien handelt es sich vor allem um 
Menorrhagie und Hypermenorrhoe, die zu schwerwiegender Eisenmangelanämie 
führen können. Der Uterus myomatosus kann zu beträchtlicher Größe heran-
wachsen und so Schmerzen, Druckgefühl und zahlreiche Verdrängungs-
beschwerden hervorrufen. Im Falle einer Stieldrehung eines subserösen Myoms 
kann es zur Ausbildung eines akuten Abdomens kommen, so dass eine sofortige 
chirurgische Intervention nötig wird.  
Reproduktive Dysfunktion spielt nicht nur bei submukösen Myome eine Rolle 
(Garcia & Tureck 1984; Stewart 2001). Man geht heute davon aus, dass auch 
intramurale Raumforderungen die Fertilität beeinträchtigen, wobei hauptsächlich 
ein Implantationsversagen ursächlich sein dürfte (Bulletti et al. 1999). Bei 
Verlegung der Tubenwinkel durch Myome ist zusätzlich die Spermienaszension 
behindert und die Migration des Ovums gestört, so dass es auch zur 
Tubargravidität kommen kann. Auch wenn eine intakte Intrauteringravidität 
eintritt, sind vermehrt Komplikationen zu beobachten. Hierzu gehören besonders 
vorzeitige Wehentätigkeit und vorzeitige Plazentalösung. Konsekutiv besteht ein 
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erhöhtes Risiko für Aborte und Frühgeburtlichkeit. Diese Risiken korrelieren 
direkt mit der Größe der Myome (Garcia & Tureck 1984; Stewart 2001). 
Die Diagnosestellung ist überwiegend unproblematisch. Durch Palpation und 
Transvaginalsonographie lassen sich andere Ursachen der Beschwerden wie 
Ovarialtumore und Endometriose meist ausschließen.  
Makroskopie und Histologie: Makroskopisch zeigen sich Leiomyome 
typischerweise als kugelförmige, gegen die Umgebung scharf begrenzte, feste 
Läsionen. Die Schnittfläche ist weiß bis gelblich mit grob 
durcheinanderziehenden Faserbündeln. Das histologische Bild weist wirbelförmig 
angeordnete, zell- und faservermehrte Muskelbündel mit spindel- oder 
stabförmigen, gleichförmigen Kernen auf. Dazwischen kann in Abhängigkeit vom 
Grad einer etwaigen Fibrosierung reichlich kollagenes Bindegewebe vorkommen. 
Aus diesem Grund werden Leiomyome im Angelsächsischen auch häufig als 
Fibroids bezeichnet. Darüber hinaus sind bei großen Tumoren degenerative 
Veränderungen wie Einblutungen, Erweichungen oder Vernarbung bis hin zur 
Verknöcherung möglich. 
Es gibt auch Tumore, deren histologisches Bild stark von der Norm abweicht und 
die Diagnosestellung erschwert. Dazu gehören die mitotisch aktiven Leiomyome, 
die atypischen oder bizarren Leiomyome und die intravasalen Leiomyome.  
Therapie: Die Therapie des Uterus myomatosus kann sowohl medikamentös als 
auch operativ erfolgen. Bei der medikamentösen Therapie stehen 
Hormonpräparate im Vordergrund. Orale Kontrazeptiva werden häufig eingesetzt 
und können die mit Myomen verbundenen Blutungsstörungen verringern. Neben 
Kombinationspräparaten mit Ethinylestradiol sind hier vor allem reine 
Gestagenkontrazeptiva wirksam, die auch zur Volumenabnahme der Leiomyome 
führen können. Eingesetzt werden auch GnRH-Analoga (gonadotropin-releasing 
hormone), die eine Uterusverkleinerung bewirken und ebenfalls der Menorrhagie 
entgegenwirken (Filicori et al. 1983). Eine neuere Therapieform ist die 
Anwendung von selektiven Estrogenrezeptormodulatoren (SERM). Zu dieser 
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Gruppe gehört Raloxifen, das die Größe der Myome reduziert (Jirecek et al. 
2004). In Studien zeigte sich auch der als „Abtreibungspille“ RU 486 bekannte 
selektive Gestagenrezeptorantagonist Mifepriston als wirksam (Steinauer et al. 
2004). Alle endokrinen Therapieansätze zur Verkleinerung der Myome sind 
insbesondere vor einer geplanten Operation sinnvoll, wenn dadurch schonendere 
OP-Verfahren möglich werden. 
Die früher häufig angewandte Hysterektomie wird heute seltener durchgeführt. 
Eine Laparotomie kann fast immer vermieden werden. Neben der (laparoskopisch 
assistierten) vaginalen Hysterektomie wird neuerdings auch die laparoskopische 
suprazervikale Hysterektomie durchgeführt. Bei Wunsch nach Organerhaltung 
kommt insbesondere die Myomektomie zum Einsatz. Das Myom wird dabei 
entweder von abdominal oder heute zunehmend laparoskopisch enukleiert. 
Hierbei ist im Hinblick auf folgende Schwangerschaften wichtig, dass eine 
Cavumeröffnung möglichst vermieden wird, weshalb die erwähnte endokrine 
Vorbehandlung wichtig sein kann. Bei submukösen Tumoren kann hystero-
skopisch vorgegangen werden. Eine weitere operative Technik ist die Myolyse, 
bei der das Gewebe nicht entfernt, sondern koaguliert wird (Goldfarb 1995). Die 
Embolisierung von uterinen Arterien, die zur Verkleinerung der Läsionen führt 
und die Menorrhagiesymptomatik abschwächt, wird selten durchgeführt (Pelage 
et al. 2000).  
Aufgrund ihrer Benignität bedürfen Leiomyome ausschließlich dann einer 
Therapie, wenn sie klinisch symptomatisch werden. Sinnvoll ist die operative 
Sanierung außerdem bei Patientinnen mit Kinderwunsch, besonders vor geplanten 
Maßnahmen assistierter Reproduktion, da die Erfolgsquoten von IVF (in-vitro 
Fertilisation) oder ICSI (intrazytoplasmatische Spermieninjektion) nach 
Myomentfernung deutlich höher sind (Stovall et al. 1998). Die Indikation zur 
Hysterektomie besteht nur bei therapieresistenten Meno-/Metrorrhagien, 
zusätzlich bestehender Senkungssymptomatik und bei einem mehrknolligen 
Uterus myomatosus, wenn die Enukleation aller Herde nicht organerhaltend 
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möglich ist, außerdem, wenn eine deutliche Wachstumstendenz zu beobachten ist, 
und eine Abgrenzung gegenüber Leiomyosarkomen schwierig ist.  
1.1.2 Leiomyosarkome 
Epidemiologie und Ätiopathogenese: Leiomyosarkome sind maligne Tumore der 
glatten Muskulatur. Es erkranken vor allem Erwachsene nach dem 30. Lebensjahr 
(Harlow, Weiss & Lofton 1986). Entgegen der früher vorherrschenden Meinung, 
Leiomyosarkome entstünden aus Leiomyomen im Sinne einer Tumorprogression, 
geht man heute in der Mehrheit der Fälle von einer de-novo-Entstehung der 
Leiomyosarkome aus. Die Ursache ist unbekannt. Leiomyosarkome sind zwar 
sehr selten und machen nur etwa 1 % aller uterinen malignen Tumoren aus (Norris 
HJ & Zaloudek CJ 1982), sind aber sehr aggressiv. Die uterinen Tumore neigen in 
hohem Maße zur Rezidivierung. In mehr als der Hälfte der Fälle findet eine 
hämatogene Metastasierung statt, besonders in Lungen, Skelett und Gehirn. Auch 
die peritoneale Aussaat ist möglich. Die durchschnittliche 5-Jahres-
Überlebensrate liegt bei 40 %, wobei die Rate bei der Subgruppe der ana-
plastischen Leiomyosarkome mit 10 % - 15 % deutlich niedriger ist (Cotran 1999). 
Klinik: Uterine Leiomyosarkome sind, solange sie klein sind, klinisch stumm bzw. 
zeigen keine klinischen Symptome, die sich von denen gleich großer oder ähnlich 
lokalisierter Leiomyome unterscheiden. Erst fortgeschrittene Fälle führen zu 
Symptomen, die als klinisch suspekt auffallen. Hierzu gehören atypische vaginale 
Blutung, wässriger bis blutiger Ausfluss, Dyspareunie, Dysurie und 
Rückenschmerzen. 
Makroskopie, Histologie: Das makroskopische Bild der Leiomyosarkome ist 
uneinheitlich, es kann dem des Leiomyoms sehr ähnlich sein. Üblicherweise sind 
Leiomyosarkome jedoch schlechter umschriebene, große Raumforderungen mit 
weicher fleischiger Konsistenz und gelben bis rötlichen Verfärbungen. 
Einblutungen und Erweichungen sind wesentlich häufiger als bei Leiomyomen. 
Histologisch zeigt sich eine hohe Anzahl an Zellen unterschiedlicher Reifegrade 
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und eine starke Kernpolymorphie. Besonders typisch sind mehrkernige 
Riesenzellen und die hohe Anzahl der Mitosen. 
Therapie: Therapie der Wahl ist die operative Sanierung. Neben Uterus und 
Adnexen sollten auch alle extrauterinen Läsionen mitentfernt werden. Der Vorteil 
von Radio- und Chemotherapie ist noch nicht bewiesen (Berchuck et al. 1988; 
Schwartz et al. 1985). Die Strahlentherapie wird hauptsächlich als Brachytherapie, 
aber auch als transkutane Bestrahlung des kleinen Beckens durchgeführt. Wenn 
Zytostatika zum Einsatz kommen, dann meist die Kombination aus Doxorubicin, 
Vincristin und Methotrexat (Mayerhofer et al. 1999). 
Prognose: Verschiedene Prognosefaktoren spielen bei Leiomyosarkomen eine 
Rolle. Am wichtigsten ist sicherlich das Tumorstadium bei Erkrankungsbeginn. Je 
kleiner der Tumor, desto besser sind die Überlebensraten. Aber auch das Alter bei 
Diagnosestellung mit besserer Prognose bei älteren Patientinnen, Mitosezahlen 
und andere histomorphologische Kriterien, die im nächsten Abschnitt erläutert 
sind, werden diskutiert (Bazzocchi et al. 1983; Nola et al. 1996). 
1.1.3 Differenzierung zwischen Leiomyomen und Leiomyosarkomen 
In den meisten Fällen ist die histologische Differenzierung zwischen benignen 
und malignen Neoplasien der glatten Muskulatur unproblematisch. Es gibt jedoch 
Tumore, deren Dignität und prospektives Verhalten schlecht zu beurteilen sind. 
Diese Grenzfälle werden meist als Tumore unbestimmten malignen Potenzials 
(UMP-Tumore) bezeichnet. Als zuverlässigste Malignitätskriterien sind erhöhte 
Zellularität, Kernatypien und eine erhöhte Mitoserate mit atypischen 
Mitosefiguren generell anerkannt. UMP-Tumore zeigen nur zwei dieser drei 
Kriterien, meist in geringerer Ausprägung als Leiomyosarkome (Benda 2001). 
Für die Differenzierung der Tumore gibt es verschiedene Systeme. Das Folgende 
wird am häufigsten angewandt: Tumore mit einer mitotischen Aktivität von mehr 
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als neun Mitosen pro 10 HPF1 und Tumore mit einer mitotischen Aktivität von 
fünf bis neun Mitosen pro 10 HPF und zusätzlich einer deutlichen Zellularität 
werden als Leiomyosarkome angesehen. Dagegen haben Tumore mit einer 
mitotischen Aktivität von fünf bis neun Mitosen pro 10 HPF aber mit minimaler 
Zellularität ein geringeres Rezidivrisiko als Leiomyosarkome und werden als 
UMP-Tumore bezeichnet. Tumore mit noch geringerer Mitoserate als diese 
werden als Leiomyome klassifiziert (Zaloudek & Norris 1981).  
Daneben gibt es noch andere Klassifizierungssysteme für uterine 
Weichteiltumore. Bell et al. zeigten 1994, dass die Kombination von Mitoseindex, 
zellulärer Atypie und koagulativer Tumorzellnekrose die größte Aussagekraft 
bezüglich der Dignität der Tumore haben. Es zeigte sich auch, dass die 
koagulative Tumorzellnekrose der wichtigste Einzelparameter für die univariate 
Interpretation ist. Außerdem nannten die Autoren die Grenzfälle zwischen 
Leiomyomen und Leiomyosarkomen nicht Tumore unbekannten malignen 
Potenzials, sondern Tumore niedrigen malignen Potenzials (Bell, Kempson & 
Hendrickson 1994). Diese Einteilung nach Mitosen pro HPF ist jedoch umstritten, 
da die Größe eines HPF von Mikroskop zu Mikroskop aufgrund technischer 
Unterschiede der Okulare variiert. Die Fläche eines HPF kann sich je nach 
verwendetem Mikroskop bis um den Faktor 2,6 unterscheiden. Entsprechend 
ändert sich die Anzahl der ausgezählten Mitosen pro HPF, wodurch die oben 
genannte Einteilung nach Zaloudek und Norris (1981) an Aussagekraft verliert. 
Ein Lösungsansatz bietet die Angabe der Mitose prozentual zur Gesamtzellzahl, 
die beispielsweise durch immunhistochemisch unterstützte, computergestützte 
Bildanalyse auswertbar ist (Biesterfeld 1997; Ellis & Whitehead 1981). 
Die Schwierigkeiten, eindeutige Aussagen hinsichtlich Diagnose und Dignität 
glattmuskulärer Tumore zu treffen, zeigen, dass die einfache histologische 
Untersuchung des Gewebes nicht immer ausreichend ist. Diese Tatsache führte 
                                                   
1 HPF steht für High Power Field und meint das Gesichtsfeld des Mikroskops bei 400facher 
Vergrößerung. 
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zur Suche nach geeigneten Antikörpern für die immunhistochemische 
Untersuchung der Weichteiltumore. Die Untersuchung der Expression von α-
Smooth-Muscle-Actin und Desmin konnte keine eindeutige Beziehung zwischen 
Malignitätsgrad und Expression dieser myogenen Marker nachweisen (Deininger 
1996). Dagegen zeigte die Untersuchung der Expression von MIB-1, p53 und dem 
Progesteronrezeptor, dass diese Marker bei der Abgrenzung von 
Leiomyosarkomen zu UMP-Tumoren und Leiomyomen von Nutzen sein könnten. 
Aussagen zur Unterscheidung von UMP-Tumoren und zellulären Leiomyomen 
konnten sich jedoch lediglich mit dem Proliferationsmarker MIB-1 machen lassen 
(Mittal & Demopoulos 2001). 
Diese untersuchten Antigene kommen in gesunden Zellen vor und sind für den 
Ablauf der Proliferation wichtig. Dabei spielen Proteine, die den Zellzyklus 
regulieren, eine besondere Rolle. Eines dieser Proteine ist der zyklinabhängige 
Kinase-Inhibitor p27KIP1. Welche Funktion er innerhalb des Zellzyklus erfüllt, 
wird im Folgenden erklärt. 
1.2 Zellzyklus und p27KIP1 
Der Zellzyklus beschreibt die universalen Prozesse der zellulären Reproduktion, 
des Wachstums und der Entwicklung aller lebenden Organismen. Die wichtigsten 
Vorgänge während des Zellzyklus umfassen das Kopieren und Teilen des 
Erbmaterials, also die DNA-Replikation in der S-Phase und die Separierung der 
replizierten Chromosomen in der Mitose. Für die Aktivierung der Zellen zum 
Eintritt in den Zellzyklus gibt es verschiedene Regulatoren. Zu den wichtigsten 
gehören die Zykline und die zyklinabhängigen Kinasen und ihre Gegenspieler, die 
zyklinabhängigen Kinase-Inhibitoren. Wenn es beispielsweise durch Ausfall eines 
dieser Proteine zur Dysregulation des Zellzyklus kommt, können Karzinome 
entstehen (Lee & Yang 2001; Sherr 1996; Sherr 2000). 
Jede Zelle durchläuft während eines Zyklus die Phasen G1, S, G2 und M (siehe 
Abbildung 1-1). Während der G1-Phase (Gap-1- oder Wachstumsphase) nimmt 
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die Zelle an Größe zu und reagiert auf extrazelluläre Signale. Diese entscheiden 
endgültig, ob die Zelle ihre DNA repliziert und sich teilt oder den Zellzyklus 
verlässt und in den Ruhezustand G0 wechselt. Tritt die Zelle nicht in den 
Ruhezustand G0 über, folgt auf die G1-Phase die S-Phase (Synthese- oder 
Replikationsphase), in der die DNA-Replikation stattfindet. Anschließend folgen 
die G2-(zweite Ruhephase) und die M-Phase (Mitose-Phase), während der sich die 
Zelle teilt. Danach beginnt der Zyklus von vorn. Der Zeitpunkt, an dem die 
Entscheidung zur DNA-Replikation fällt, wird Restriktionspunkt genannt und 
liegt in der späten G1-Phase (Pardee 1989; Sherr 2000).  
 
Abbildung 1-1: Der Zellzyklus, Wachstumsphase (G1), Synthesephase (S), 
Ruhephase (G2), Mitosephase (M), modifizert nach „Molecular Biology of the Cell“ 
(Alberts et al. 2002) 
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Durch Wachstumsfaktoren und Mitogene werden die Zellen stimuliert, den 
Restriktionspunkt zu überschreiten. Die Zellen treten dann in die S-Phase ein und 
durchlaufen unweigerlich den gesamten Zellzyklus, auch wenn die extrazelluläre 
Stimulation sistiert. Entsprechend können antiproliferative Zytokine, wie TGF-β 
(transforming growth factor β), die Proliferation nur dann aufhalten, wenn der 
Restriktionspunkt noch nicht erreicht ist (Sherr 2000). 
Der Zellzyklus wird durch ein komplexes Zusammenspiel positiver und negativer 
Regulatoren gesteuert. So erfolgt die Kontrolle der Zellzyklusübergänge durch 
zyklinabhängige Kinasen (cyclin-dependent kinase, CDK), die zusammen mit den 
Zyklinen funktionsfähige Holoenzyme bilden. Für die Kontrolle des 
Restriktionspunkts sind Zyklin-E- und -D-abhängige Kinasen verantwortlich, die 
ihrerseits durch extrazelluläre Signale stimuliert werden. Eine wichtige Rolle 
spielt dabei das Retinoblastom-Tumorsuppressorgen (RB). Zyklin-D-CDK 
katalysieren die Phosphorylierung von RB. Im hypophosphorylierten Zustand 
unterdrückt RB die Transkription von Genen, deren Produkte für die DNA-
Synthese erforderlich sind (Kato et al. 1993). Erst wenn die CDK diese 
Suppression aufheben, wird auch der Restriktionspunkt überschritten und die S-
Phase schließt sich an. Der Ablauf wird dann überwiegend durch die mitogen-
unabhängigen Zyklin-E-CDK kontrolliert (Ho & Dowdy 2002). 
Antagonisten der CDK sind die zyklinabhängigen Kinase-Inhibitoren (cyclin-
dependent kinase inhibitor, CDKI), bei denen zwei Klassen unterschieden werden 
können: die INK4-Familie (Inhibitor of CDK4) und die CIP/KIP-Familie (CDK-
inhibitory protein/kinase-inhibitory proteins). Die CIP/KIP-Familie beinhaltet die 
Polypeptide p21CIP1, p27KIP1 und p57KIP2 (Malumbres & Barbacid 2001). 
Das Polypeptid p27KIP1, das im Mittelpunkt dieser Untersuchung steht, besteht aus 
198 Aminosäuren, und sein kodierendes Gen ist auf Chromosom 12p13 (Position 
13 des kurzen Arms von Chromosom 12) lokalisiert. In ruhenden Zellen ist der 
Gehalt an p27KIP1 hoch. Beim Übergang in den Zellzyklus und der damit 
verbundenen Anhäufung der Zyklin-D-abhängigen Kinasen verbinden sich die 
CIP/KIP-Proteine mit den Zyklin-D-CDK zu Komplexen. p27KIP1 assoziiert 
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hauptsächlich an den Zyklin-E-CDK2-Komplex, der den Übergang der Zelle von 
der G1 in die S-Phase blockiert, da die RB-Phosphorylierung gehemmt ist (Polyak 
et al. 1994). 
Neben dieser Funktion als Zellzyklus-Regulator erfüllt p27KIP1 noch zahlreiche 
weitere Aufgaben. Einige Studien zeigen eine Funktion von p27KIP1 als 
Tumorsuppressorgen (Chen et al. 1996; Fero et al. 1996; Fero et al. 1998; 
Kiyokawa et al. 1996; Nakayama et al. 1996). Des weiteren spielt p27KIP1 eine 
Rolle als Promotor des programmierten Zelltodes, der Apoptose (Katayose et al. 
1997; Levkau et al. 1998). Viele Studien weisen auf den Einfluss von p27KIP1 auf 
die Zelldifferenzierung bestimmter Gewebe hin (Durand, Gao & Raff 1997; 
Onishi & Hruska 1997; Robker & Richards 1998; Zabludoff et al. 1998). Auf 
welche Weise p27KIP1 diese Funktionen ausübt, ist weitgehend unbekannt und 
wird momentan in weiteren Studien erforscht. 
Während der letzten Jahre wurde in vielen Studien die diagnostische und 
prognostische Signifikanz von p27KIP1 in verschiedenen Tumoren untersucht. Fast 
alle berichten von einer Abnahme der p27KIP1-Expression in aggressiveren 
Tumoren. Deshalb gilt p27KIP1 bei vielen Tumoren als unabhängiger 
prognostischer und potenziell diagnostischer Marker (Lloyd et al. 1999). Beim 
Mammakarzinom korreliert die erniedrigte p27KIP1-Expression mit der 
Tumorprogression (Catzavelos et al. 1997; Porter et al. 1997). Das gleiche gilt für 
das kolorektale Karzinom, bei dem die fehlende p27KIP1-Expression ein deutlicher 
Hinweis auf eine negative Prognose ist (Loda et al. 1997). Außerdem korrelierte 
die p27KIP1-Expression mit der Kolonkarzinomdifferenzierung, wobei schlecht 
differenzierte Karzinome eine signifikant niedrigere Expression zeigen 
(Ciaparrone et al. 1998). Bei gastrointestinalen Karzinomen, Prostatakarzinomen 
und zahlreichen endokrinen Karzinomen lassen sich ähnliche Zusammenhänge 
beobachten (Lloyd et al. 1999). 
Jedoch zeigt sich diese Korrelation der p27KIP1-Expression zur Dignität 
keineswegs bei allen Neoplasien. Bei Nebennierentumoren sind nur geringe 
Unterschiede zwischen benignen und malignen Tumoren nachweisbar (Lloyd et 
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al. 1997). Bei einigen Lymphomen kann sogar eine Erhöhung der p27KIP1-
Expression trotz hoher Aggressivität der Neoplasien nachgewiesen werden 
(Sanchez-Beato et al. 1999). Auch die Untersuchung des kleinzelligen 
Bronchialkarzinoms zeigt überraschende Ergebnisse. Da diese Tumore eine hohe 
Proliferationsrate haben, erwartet man eine geringe p27KIP1-Expression. Das 
Gegenteil ist jedoch der Fall: Die kleinzelligen Bronchialkarzinome exprimieren 
p27KIP1 in höherer Konzentration als die großzelligen Karzinome (Yatabe et al. 
1998). Allerdings ist beim kleinzelligen Bronchialkarzinom bekannt, dass 
genetische Defekte in den RB- und p53-Tumorsuppressorgenen und im Onkogen 
c-myc vorliegen (Alberts et al. 2002). C-myc kann der antiproliferativen Wirkung 
von p27KIP1 entgegenwirken, auch wenn p27KIP1 in der Zelle in hoher 
Konzentration vorhanden ist (Vlach et al. 1996). 
Die Regulation der p27KIP1-Expression erfolgt meist posttranskriptionell. In 
ruhenden und ausdifferenzierten Zellen ist der Gehalt des Proteins hoch. Der 
niedrige Gehalt bei proliferierenden Zellen wird auf eine veränderte 
Proteinstabilität und verminderte Halbwertszeit zurückgeführt (Poon, Toyoshima 
& Hunter 1995). Der Hauptabbaumechanismus des p27KIP1-Proteins erfolgt über 
Ubiquitination. Ubiquitin ist ein kleines Protein, das sich kovalent an sein 
Zielprotein bindet und es damit für den Abbau durch den Proteasom-Komplex 
markiert. Auslöser für diesen komplexen Abbauvorgang ist meist die 
Phosphorylierung des p27KIP1. Diese Reaktion wird beispielsweise durch die 
CDK2 katalysiert (Pagano et al. 1995). Neben dem Abbau über den Ubiquitin-
Proteasom-Pfad wird auch die Inaktivierung über Genmethylierung diskutiert. Die 
genauen Ursachen und Mechanismen der p27KIP1-Verminderung in Zellen sind 
aber noch nicht erforscht. 
1.3 Fragestellung 
Diese Arbeit untersucht die immunhistochemische Expression des 
zyklinabhängigen Kinase Inhibitors p27KIP1 in Leiomyomen und 
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Leiomyosarkomen. Es wird geprüft, ob p27KIP1 als neuer diagnostischer Marker 
bei der oftmals schwierigen Differenzierung glattmuskulärer Tumore von Nutzen 
sein könnte. Zusätzlich verdeutlichen die oben beschriebenen Probleme, dass neue 
Methoden zur Differentialdiagnostik dieser Neoplasien gefunden werden müssen. 
Außerdem soll die Untersuchung Hinweise zum besseren Verständnis der 
Zellzyklus-Regulation und auch der Krebsentstehung liefern.  
Die Arbeit ist Teil einer Gesamtstudie, in der darüber hinaus auch potentielle 
andere diagnostische Marker, nämlich die immunhistochemische MIB-1- bzw. 
PCNA-Expression, die mitotische Aktivität und DNA-bildzytometrische Variable 
berücksichtigt wurden. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
Die Präparate für diese Untersuchung wurden von dem Institut für Pathologie des 
Aachener Universitätsklinikums aus den Jahren 1988 bis 1996 zur Verfügung 
gestellt. Die 76 Präparate unterteilen sich in 41 Leiomyome und 35 
Leiomyosarkome. Diese Zahlen erklären sich durch die begrenzte Anzahl an 
Leiomyosarkomen im pathologischen Archiv, die, sofern noch paraffiniertes 
Tumormaterial vorrätig war, komplett erfasst wurden. Den Leiomyosarkomen 
wurde eine etwa gleich große Gruppe konsekutiv gesammelter Leiomyome 
gegenübergestellt. Von den 35 Leiomyosarkomen stammten 10 Präparate aus dem 
Gastrointestinaltrakt männlicher Patienten.  
2.2 Methoden 
2.2.1 Immunhistochemische Darstellung von p27KIP1 
Ausgangsmaterial waren archivierte Paraffinblöcke. Mit Hilfe eines 
konventionellen Schlittenmikrotoms wurden die formalinfixierten und in Paraffin 
eingebetteten Gewebeblöcke auf eine Schnittstärke von 4 µm geschnitten. Nach 
Oberflächenglättung in einem ca. 37 ºC warmen Wasserbad wurden die Schnitte 
auf silanisierte Objektträger aufgezogen. 
Nach Entparaffinierung durch Xylol wurden die Schnitte über eine absteigende 
Alkoholreihe (100 %, 96 %, 90 %, 70 % Ethanol) rehydriert. Ein Zwischenschritt 
mit Behandlung durch 3 % Wasserstoffperoxidlösung (H2O2) hemmt die endo-
gene Peroxidaseaktivität. Zur besseren Antigendarstellung wurden die Schnitte 
dann in 0,1 M Zitratpuffer (pH 6,0) drei Mal zehn Minuten lang in der Mikrowelle 
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vorbehandelt („antigen retrieval“). Nach 3-minütiger Abkühlung wurde zwei mal 
drei Minuten in Phosphat-Puffer (PBS) gespült. Alle weiteren Schritte wurden bei 
Raumtemperatur durchgeführt.  
Der primäre monoklonale Maus-Antikörper p27KIP1 (Dako® Nr. M7203) wurde 
im Verhältnis 1:30 mit BSA (bovines Serumalbumin) verdünnt. Jeweils 95 µl 
dieser Verdünnung wurden auf die Schnitte aufgetragen und in einer feuchten 
Kammer 60 Minuten lang inkubiert. Der Primärantikörper bindet direkt an das 
p27KIP1-Antigen. Überschüssiger Erstantikörper wurde durch erneutes, 
zweimaliges Waschen mit PBS abgespült. 
Anschließend wurde der Sekundärantikörper (biotinylierter Goat-Anti-Mouse), 
der an Peroxidase gekoppelt ist, in der Verdünnung 1:400 aufgetragen und 45 
Minuten inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurde ABC (Avidine-
Biotine-Complex) für 30 Minuten dazugegeben.  
Biotin-gekoppelter Zweitantikörper 
Biotinylierte Peroxidase 
Avidin 
 
Abbildung 2-1: Die indirekte Peroxidasemethode, mod. nach (Schmidt 1998) 
Zur Sichtbarmachung der Peroxidase erfolgte eine exakt fünfminütige Inkubation 
mit frisch zubereiteter Diaminobenzidinlösung (DAB). Durch die Reaktion von 
Wasserstoffperoxid und Diaminobenzidin entsteht ein wasserunlösliches, braunes 
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Produkt, so dass die Antigen-Antikörper-Komplexe direkt lichtmikroskopisch 
beurteilt werden können. Durch Spülung mit Wasser wurden die DAB-Reste von 
den Präparaten entfernt. Die Gegenfärbung erfolgte 20 Sekunden lang mit 
Methylenblau. Anschließend wurden Farbreste unter fließendem Wasser 
abgespült und die Schnitte durch eine aufsteigende Alkoholreihe dehydriert. 
Durch Xylol wurde der Alkohol entfernt und die Schnitte mit Kanadabalsam 
eingedeckelt. Zur Beurteilung der Färbequalität wurde pro Charge ein 
Appendixschnitt als Positivkontrolle mitgeführt. 
2.3  Auswertung der Messergebnisse 
Die angefärbten Schnittpräparate wurden mit Hilfe eines Lichtmikroskops 
(Leitz® Typ Laborlux 11, Wetzlar) mit einer insgesamt 400-fachen Vergrößerung 
(numerische Apertur 40/0,65) bei einer Gesichtsfeldfläche von 0,152 mm2 
gesichtet. Die Bestimmung der p27KIP1-Expression im Tumorgewebe erfolgte 
semiquantitativ durch Schätzung des Anteils an positiven Zellen. Dabei wurde 
nicht nur die Kernfärbung beurteilt, sondern auch die des Zytoplasmas. Obwohl 
eine Studie behauptet, dass die Immunoreaktivität von p27KIP1 sich ausschließlich 
auf den Kern beschränkt (Fero et al. 1996), berichten andere Studien von beidem: 
Kern- und Zytoplasmafärbung (Loda et al. 1997; Shiozawa et al. 2001). Bei den 
hier untersuchten Präparaten war neben den Zellkernen teilweise auch das 
Zytoplasma angefärbt. Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit, äquivalent zu 
der Publikation von Shiozawa et al. (2001), eine Zelle dann als positiv bewertet, 
wenn Zellkern und/oder Zytoplasma angefärbt wurde. 
Der prozentuale Anteil an positiven Zellen wurde wie folgt bewertet: 0-1 % 
negativ; 1-5 % sporadisch positiv; 5-50 % regional positiv; ≥50 % diffus positiv 
(siehe Tabelle 2-1). Diese Bewertung wurde von der bereits erwähnten Studie 
über die p27KIP1-Expression in normalem und neoplastischem Epithel der Cervix 
uteri (Shiozawa et al. 2001) übernommen und von den Untersuchungen zur 
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Expression von Zyklinen und zyklinabhängige Kinasen in glattmuskulären 
Tumoren des Uterus (Zhai et al. 1999b). 
Tabelle 2-1: Einteilung des Anteils p27KIP1-positiver Zellen (1 = negativ, 2 = 
sporadisch positiv, 3 = regional positiv, 4 = diffus positiv) 
Skala Prozentualer Anteil des immunhistochemisch mit p27
KIP1 gefärbten 
Tumorgewebes 
1 < 1 % (negativ) 
2 ≥ 1 < 5 % (sporadisch positiv) 
3 ≥ 5 < 50 % (regional positiv) 
4 ≥ 50 % (diffus positiv) 
2.4 Statistische Auswertung 
Die statistischen Untersuchungen wurden mit dem Programmpaket BMDP 
(Biomedical Package, Statistical Software Inc., Los Angeles) realisiert. 
Beziehungen zwischen zwei Parametern, von denen wenigstens einer ungestuft 
erhoben worden war, wurden mithilfe des Korrelationskoeffizienten r analysiert 
und auch graphisch illustriert (BMDP 6D). Beziehungen zwischen kategorisierten 
Parametern wurden in Mehr-Felder-Tafeln dargestellt und im Pearson χ2-Test auf 
statistische Signifikanz getestet (BMDP 4F). Zur Darstellung komplexerer 
Beziehungen zwischen mehreren Parametern wurden zweidimensionale 
Hauptkomponentenanalysen (Sun et al. 1994) durchgeführt (BMDP 4M).  
Statistische Signifikanz wurde jeweils für ein p-Niveau von p < 0,05 ange-
nommen, entsprechend einer Irrtumswahrscheinlichkeit von < 5 %, die Null-
hypothese irrtümlich zu verwerfen. 
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3 Ergebnisse 
Die patientenbezogenen Einzelparameter können dem Kapitel 7.2 entnommen 
werden. 
3.1 p27KIP1-Expression in Leiomyomen 
Bei der p27KIP1-Expression der Leiomyome rangierte der Anteil positiver Zellen 
zwischen negativ und stark positiv. Die meisten Schnitte zeigten eine mittlere 
Expression (Tabelle 3-1, Abbildung 3-1).  
Tabelle 3-1: Mittlere p27KIP1-Expression der Leiomyom-Präparate 
Mittlere p27KIP1–Expression Anzahl der Leiomyome 
0-1 % 4 
1-5 % 7 
5-50 % 18 
>50 % 12 
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Abbildung 3-1: Mittlere p27KIP1-Expression der Leiomyom-Präparate  
3.2 p27KIP1-Expression in Leiomyosarkomen 
Auch bei den Leiomyosarkomen kamen alle Ausprägungen einer p27KIP1-
Expression von negativ bis stark positiv vor (Tabelle 3-2, Abbildung 3-2).  
Tabelle 3-2: Mittlere p27KIP1-Expression der Leiomyosarkome 
Mittlere p27KIP1–Expression Anzahl der Leiomyosarkome 
0-1 % 3 
1-5 % 5 
5-50 % 12 
>50 % 15 
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Abbildung 3-2: Mittlere p27KIP1-Expression der Leiomyosarkome 
3.3 Beziehung zwischen der p27KIP1-Expression und der 
Diagnose 
Der Vergleich der p27KIP1-Expression von Leiomyomen und Leiomyosarkomen 
zeigt keine signifikanten Unterschiede (p = 0.4623). Beim Leiomyosarkom liegt 
jedoch ein Trend zu stärkerer Expression vor (Tabelle 3-3, Abbildung 3-3). 
Tabelle 3-3: Vergleich der mittleren p27KIP1- Expression und der Diagnose 
Diagnose Mittlere p27KIP1 –Expression 
 0-1 % 1-5 % 5-50 % >50 % Gesamt 
Leiomyom 4 7 18 12 41 
Leiomyosarkom 3 5 12 15 35 
Gesamt 7 12 30 27 76 
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Abbildung 3-3: Vergleich der mittleren p27KIP1 und der Diagnose 
Gleiches gilt auch, wenn man unter Zugrundelegung der Daten aus den Tabellen 
3-1 und 3-2 verschiedene Grenzwerte bildet und eine Berechnung der Sensitivität 
und Spezifität der p27KIP1-Expression vornimmt. Hier ergibt sich bei allen drei 
Möglichkeiten (Grenzwerte von 1 %, 5 % bzw. 50 %) kein klinisch sinnvolles 
Ergebnis. 
Bei einem Grenzwert von 1 % beträgt die Sensitivität zwar 91,4 % (32/35), davor 
liegt die Spezifität aber nur bei 9,8 % (4/41). Bei einem Grenzwert von 5 % 
ergeben sich entsprechende Werte von 77,1 % (27/35) und 26,8 % (11/41); bei 
einem Grenzwert von 50 % schließlich liegen sie bei 42,9 % (15/35) und 70,7 % 
(29/41). Zusammenfassend lässt sich keine Konstellation einer akzeptabel hohen 
Sensitivität bei ebenfalls hoher Spezifität ablesen, die einem für die Diagnostik 
von Einzelfällen gangbaren Kompromiß nahekäme. 
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3.4 Beziehung zwischen der p27KIP1-Expression und dem 
Alter der Leiomyom-Patientinnen 
Die Tabelle 3-4 zeigt die Beziehung zwischen der p27KIP1-Expression und dem 
Alter der Leiomyom-Patientinnen in zwei Gruppen. Dabei wurde ein Alter von 45 
Jahren (Median der Altersverteilung) als Grenzwert angesetzt. Die p27KIP1-
Expression ist bei den älteren Patientinnen etwas höher, jedoch ist der Unterschied 
nicht signifikant (p = 0,73). 
Tabelle 3-4: Beziehung zwischen der p27KIP1-Expression und dem Alter der 
Leiomyom-Patientinnen 
Alter Mittlere p27KIP1 –Expression (Myome) 
 0-1 % 1-5 % 5-50 % >50 % Gesamt 
-45 1 4 9 5 19 
>45 3 3 9 7 22 
Gesamt 4 7 18 12 41 
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Abbildung 3-4: Beziehung zwischen der p27KIP1-Expression und dem Alter der 
Leiomyom-Patientinnen 
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3.5 Beziehung zwischen der p27KIP1-Expression und dem 
Alter der Leiomyosarkom-Patienten 
Die Tabelle 3-5 und die Abbildung 3-5 zeigen die Beziehung zwischen der 
p27KIP1-Expression und dem Alter der Patienten mit Leiomyosarkom. Verglichen 
wurde, angelehnt an den Median der Altersverteilung, der Anteil p27KIP1-positiver 
Zellen bei unter 60-jährigen Patienten zu dem der über 60-jährigen Patienten. Hier 
zeigt sich ein signifikanter Unterschied. Bei über 60-jährigen Patienten ist die 
p27KIP1-Expression deutlich stärker (p = 0,0420). 
Tabelle 3-5: Beziehung zwischen der p27KIP1-Expression (vier Gruppen) und dem 
Alter der Leiomyosarkom-Patienten 
Alter Mittlere p27KIP1 –Expression (Sarkome) 
 0-1 % 1-5 % 5-50 % >50 % Gesamt 
-60 3 4 5 4 16 
>60 0 1 7 11 19 
Gesamt 3 5 12 15 35 
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Abbildung 3-5: Beziehung zwischen der p27KIP1-Expression (vier Gruppen) und dem 
Alter der Leiomyosarkom-Patienten 
3.6 Beziehung zwischen der p27KIP1-Expression und dem 
Geschlecht der Leiomyosarkom-Patienten 
Wie auf Seite 15 beschrieben, wurden teilweise auch Leiomyosarkom-Präparate 
aus dem Gastrointestinaltrakt untersucht, von denen einige von männlichen 
Patienten stammten, so dass sich die Möglichkeit ergab, die p27KIP1-Expression 
im Hinblick auf geschlechtsspezifische Unterschiede zu überprüfen, es zeigten 
sich jedoch keine signifikanten Unterschiede (p = 0,38). 
  25 
Ergebnisse   
 
Tabelle 3-6: Beziehung zwischen der p27KIP1-Expression und dem Geschlecht der 
Leiomyosarkom-Patienten 
Geschlecht Mittlere p27KIP1 –Expression (Sarkome) 
 0-1 % 1-5 % 5-50 % >50 % Gesamt 
Männlich 0 1 3 7 11 
Weiblich 3 4 9 8 24 
Gesamt 3 5 12 15 35 
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Abbildung 3-6: Beziehung zwischen der p27KIP1-Expression und dem Geschlecht der 
Leiomyosarkom-Patienten 
3.7 Beziehung zwischen der p27KIP1-Expression in 
leiomyogenen Tumoren und anderen proliferations-
bezogenen zytometrischen, immunhistochemischen und 
morphologischen Variablen 
Etwaige Beziehungen zwischen der p27KIP1-Expression und der Expression von 
Proliferationsmarkern bzw. der mitotischen Aktivität wurden für die gesamte 
Gruppe der leiomyogenen Tumoren mit Hilfe von Korrelationskoeffizienten 
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dargestellt (Tabelle 3-7). Hierbei handelte es sich um die DNA-zytometrischen 
Kenngrößen der mittleren Ploidie und des 5cEE (Anzahl der Tumorzellen mit 
einem aneuploiden DNA-Gehalt größer als 5 Chromosomensätze, 5 copies 
exceeding event) sowie um die Expressionsergebnisse von MIB-1 (monoklonaler 
Antikörper gegen das Kernmatrixprotein Ki-67) bzw. PCNA (proliferating cell 
nuclear antigen) und um die Ergebnisse der manuellen Auswertung der Zahl 
(„Mitosezahl“) bzw. des Prozentsatzes („Mitoserate“) mitotischer Figuren am HE-
Schnitt (Hämatoxylin/Eosin). 
 
Tabelle 3-7: Beziehung zwischen der mittleren p27KIP1-Expression und 
verschiedenen Proliferationsmarkern 
 P27KIP1 Ploidie 5cEE MIB-1 PCNA Mitosezahl Mitoserate 
P27KIP1 1       
Ploidie 0,097 1      
5cEE 0,005 0,889 1     
MIB-1 0,120 0,522 0,445 1    
PCNA 0,221 0,395 0,366 0,649 1   
Mitosezahl 0,038 0,725 0,760 0,744 0,572 1  
Mitoserate 0,044 0,720 0,762 0,772 0,583 0,978 1 
 
Aus der Tabelle lässt sich ablesen, dass die p27KIP1-Expression (1. Spalte der 
Tabelle) mit Korrelationskoeffizienten von nicht mehr als 0,221 kaum mit den 
übrigen Parametern korreliert ist und somit offenbar unabhängig von ihnen ist. 
Abgesehen von den methodenimmanenten engen Beziehungen zwischen 5cEE 
und mittlerer Ploidie (r = 0,889) und zwischen Mitosezahl und Mitoserate (r = 
0,978) ergaben sich lediglich für die Beziehungen zwischen MIB-1 und PCNA 
bzw. der mittleren Ploidie zu den beiden mitosebezogenen Variablen ausreichend 
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hohe Korrelationskoeffizienten (0,649-0,772), um von einer engeren Korrelation 
zwischen ihnen ausgehen zu können.  
Zur besseren Veranschaulichung wurde darüber hinaus noch eine 
Varianzkomponentenanalyse mit anschließender Varimax-Rotation durchgeführt 
(Tabelle 3-8, Abbildung 3-7). 
Tabelle 3-8: Varianzkomponentenanalyse mit verschiedenen proliferations-
assoziierten Variablen. Erklärte Varianz: 78 % 
 Faktor1 Faktor2 
P27KIP1 -0,085 0,857 
Mittlere Ploidie (MP) 0,865 0,008 
5cEE 0,887 -0,104 
MIB-1 0,733 0,404 
PCNA 0,559 0,583 
Mitosezahl 0,940 0,146 
Mitoserate 0,943 0,162 
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Abbildung 3-7: Graphische Darstellung der Varianzkomponentenanalyse (vgl. 
Tabelle 3-8) 
Das Ergebnis der Varianzkomponentenanalyse verdeutlicht noch einmal 
graphisch die Unabhängigkeit der p27KIP1-Expression von der der übrigen 
Variablen, erkennbar an der Divergenz der jeweiligen Vektoren.  
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4 Diskussion 
Die Diagnosefindung bei leiomyogenen Tumoren gestaltet sich nicht immer 
unproblematisch. Es kommt vor, dass die Differenzierung zwischen Leiomyomen 
und Leiomyosarkomen nicht eindeutig möglich ist. Der eigens für diese Fälle 
eingeführte Begriff des UMP-Tumors, des Tumors unbestimmten malignen 
Potenzials, verdeutlicht dies in besonderem Maße. 
Statistische Erhebungen in den USA haben gezeigt, dass die Indikation von 
geschätzen 200.000 Hysterektomien pro Jahr zu etwa 30 % das Vorliegen von 
Leiomyomen war (Carlson, Nichols & Schiff 1993). Allerdings wird behauptet, 
dass in 80 % der Fälle diese Indikation unangemessen war (Broder et al. 2000). 
Überflüssigerweise werden Patientinnen häufig wegen Malignitätsverdacht allein 
aufgrund der Größe des Tumors operiert, obwohl sie keine oder nur wenige 
Symptome beklagen. Um diesem Problem entgegen zu wirken, kann die 
transzervikale Nadelbiopsie eingesetzt werden. Dabei wird sonographiegesteuert 
Material direkt aus dem Tumor entnommen, das dann vor dem geplanten Eingriff 
untersucht werden kann. Dieses Verfahren ist ebenso sinnvoll vor einer 
Transkatheterembolisierung, da bei dieser Therapiemöglichkeit anschließend 
keine histologische Untersuchung möglich ist (Günther et al. 2002). Die 
transzervikale Nadelbiopsie ist zwar eine gute Methode, um die oben 
beschriebenen Probleme zu verringern (Kawamura et al. 2002), jedoch sind der 
rein histopathologischen Evaluierung dabei durch die geringen Materialmengen 
Grenzen gesetzt (Tsujimura et al. 2002). In Deutschland wird diese Methode 
derzeit kaum angewandt, selbst auf universitärer Ebene nicht. 
Diese Sachverhalte zeigen deutlich, dass neue Methoden zur Ergänzung der 
histologischen Routinediagnostik gefunden werden müssen. Dabei sind 
immunhistochemische Untersuchungen von besonderer Bedeutung, da sie schnell 
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und relativ unkompliziert und vor allem auch an fixiertem Material angewandt 
werden können. 
Ziel dieser Arbeit war es daher, ein aussagefähiges Diagnosekriterium zur 
Differenzierung von Tumoren der glatten Muskulatur zu finden. Es sollte 
untersucht werden, ob die immunhistochemische Untersuchung der p27KIP1-
Expression bei Leiomyomen und Leiomyosarkomen eine Differenzialdiagnose 
möglich macht. 
Außerdem sollte die Untersuchung Hinweise auf die Bedeutung von p27KIP1 bei 
der Zellzyklusregulation und der Krebsentstehung liefern und die Mechanismen 
der Zellzyklusderegulation insbesondere bei den leiomyogenen Tumoren 
beleuchten. 
4.1 Anerkannte und neuere Diagnoseparameter 
Anhand von Hyperzellularität, zellulärem Pleomorphismus, erhöhter mitotischer 
Aktivität mit atypischen Mitosen sowie Nekrosen lassen sich die meisten 
Leiomyosarkome histopathologisch schnell diagnostizieren. Eines der ersten 
Kriterien zur Abgrenzung der Leiomyosarkome von den Leiomyomen war die 
mitotische Aktivität (Taylor & Norris 1966). Es wurde jedoch schnell deutlich, 
dass dieser Parameter allein zur Differenzierung nicht ausreichte. Manche Tumore 
mit niedriger mitotischer Aktivität zeigten bösartiges Verhalten, während sich 
andere mit hoher mitotischer Aktivität als benigne erwiesen. Weitere Kriterien zur 
Klassifizierung von leiomyogenen Tumoren wurden 1981 von Zaloudek und 
Norris veröffentlicht. Die Einteilung in die folgenden Gruppen erfolgte anhand 
der Kombination des Merkmals „mitotische Aktivität“ mit dem Merkmal der 
„zellulären Atypie“: Zelluläre Leiomyome, atypische Leiomyome, UMP-Tumore 
und Leiomyosarkome (Zaloudek & Norris 1981). Auch diese Klassifizierung 
erwies sich als nicht ausreichend. Dagegen finden die histopathologischen 
Diagnoseparameter von Bell et al. heute viel Anerkennung. Es zeigt sich, dass die 
Kombination von mitotischer Aktivität, zellulärer Atypie und koagulativer 
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Tumorzellnekrose bei der Beurteilung der glattmuskulären uterinen Tumoren am 
aussagekräftigsten ist (Bell, Kempson & Hendrickson 1994). Aber auch bei 
diesem Einteilungssystem gibt es Tumore, deren Dignität nicht genau beurteilt 
werden kann. Außerdem ist die komplexe Nomenklatur nicht allgemein anerkannt 
(Benda 2001). 
Auf der Suche nach zusätzlichen diagnostischen Markern wurden einige Studien 
durchgeführt, die sich mit der immunhistochemischen Diagnostik von 
glattmuskulären Tumoren beschäftigen. So erwies sich beispielsweise in einer 
Studie die Kombination des Proliferationsmarkers MIB-1 mit α-Smooth-Muscle-
Actin bei der Differenzierung zwischen uterinen Leiomyosarkomen und 
gutartigen glattmuskulären Tumoren hilfreich; auch die PCNA-Expression zeigte 
signifikante Unterschiede zwischen malignen und benignen Tumoren (Amada, 
Nakano & Tsuneyoshi 1995). Die Untersuchung von Calponin h1 zeigte eine 
reduzierte Expression des Zytoskelett-Proteins bei Leiomyosarkomen im 
Vergleich mit gutartigen Tumoren des Uterus und könnte somit eine Rolle bei der 
Differenzialdiagnostik spielen (Horiuchi et al. 1998).  
In einer anderen Studie wurden Progesteronrezeptor, Östrogenrezeptor, das 
Tumorsuppressorgen p53, sowie der Proliferationsmarker Ki-67 immun-
histochemisch untersucht. Die Expression war bei den Leiomyosarkomen im 
Gegensatz zu den gutartigen Tumoren signifikant erhöht. In dieser Studie waren 
außerdem die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchung in hohem 
Maße mit den Ergebnissen der PCR-Untersuchung korreliert (Zhai et al. 1999a). 
Besonders interessant sind die Studien zur Expression von Zyklinen und 
zyklinabhängigen Kinasen in glattmuskulären Tumoren des Uterus. Untersucht 
wurden Zyklin E und Zyklin A sowie die zyklinabhängige Kinasen (CDK2) und 
cdc2. Es zeigte sich, dass alle untersuchten Marker in Leiomyosarkomen 
signifikant stärker exprimiert werden als in Leiomyomen (Zhai et al. 1999b).  
Allerdings hat sich noch keines dieser Proteine tatsächlich als Marker in der 
klinischen Routinediagnostik etablieren können. Dies sollte auch nur dann 
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geschehen, wenn die folgenden Kriterien erfüllt werden: der Marker sollte 
Informationen liefern, die unabhängig von konventionellen pathologischen 
Kriterien sind und von besserer Qualität sind als jene. Darüber hinaus sollten die 
Informationen Einfluss auf Therapieentscheidungen haben. Selbstverständlich 
sollten die Studien über den Marker reproduzierbar sein (Steeg & Abrams 1997). 
Ob all dies für die in den verschiedenen Studien untersuchten Marker zutrifft, 
muss noch genauer untersucht werden. 
4.2 Untersuchungen zur p27KIP1-Expression bei anderen 
Tumoren 
Die p27KIP1-Expression verschiedenster Tumore wurde in zahlreichen Studien 
untersucht. Wie schon in Kapitel 1 erläutert, ist die p27KIP1-Expression in den 
meisten Tumoren reduziert. Eine ausführliche Übersicht der Literatur gibt Tabelle 
4-1. 
Tabelle 4-1: Übersicht über die wichtigsten Veröffentlichungen zur Bedeutung von 
p27KIP1 bei verschiedenen Tumoren 
Tumorart P27KIP1-Expression Quelle 
Mamma-CA P27KIP1 ist beim Karzinom 
erniedrigt und ist mit 
Tumorprogression 
assoziiert 
(Catzavelos et al. 1997) 
Mamma-CA und Kolon-
CA 
Inverse Korrelation von 
p27KIP1 und Tumor-
Malignität 
(Fredersdorf et al. 1997) 
Magen-CA Korrelation von p27KIP1 
und Tumor-Aggressivität 
(Mori et al. 1997) 
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Fortsetzung Tabelle 4-1 
Tumorart P27KIP1-Expression Quelle 
Nicht kleinzelliges 
Bronchial-CA 
p27KIP1 Erniedrigung beim 
Karzinom im Vergleich zu 
nicht neoplastischem 
Lungengewebe 
(Kawana et al. 1998) 
Prostata-CA Niedriges p27KIP1 
korreliert mit 
Lymphknoten-
Metastasierung 
(Cheville et al. 1998) 
Mundhöhlen-CA Niedriges p27KIP1 ist mit 
oraler Dysplasie und 
Mundhöhlen-CA assoziiert
(Jordan, Bradley & 
Slingerland 1998) 
Schilddrüsen-Tumoren Assoziation von 
erniedrigtem p27KIP1 mit 
aggressiveren Tumoren 
(Erickson et al. 1998) 
Nebenschilddrüsen-
Tumoren 
Niedriges p27KIP1 ist mit 
Karzinomen assoziiert 
(Erickson et al. 1999) 
Kortikotrophe 
Hypophysentumoren 
Niedriges p27KIP1 ist mit 
aggressiveren 
ACTH-Tumoren assoziiert 
(Dahia et al. 1998) 
Lymphome Inverse Relation von 
p27KIP1 zur 
Proliferationsrate in allen 
Lymphomen außer dem 
Mantelzell-Lymphom 
(Quintanilla-Martinez et 
al. 1998) 
Plattenepithel der Cervix 
uteri 
Erniedrigung von p27KIP1 
in der CIN, aber Zunahme 
beim invasiven CA 
(Shiozawa et al. 2001) 
Endometrium Zunahme der p27KIP1-
Expression beim 
Endometrium-CA 
(Watanabe et al. 2002) 
 
Die Tabelle zeigt, dass hauptsächlich Tumore epithelialen Ursprungs, also 
Karzinome, untersucht wurden. Untersuchungen zur Relevanz von p27KIP1 als 
differenzialdiagnostischem Marker von mesenchymalen Tumoren konnten 
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dagegen nicht gefunden werden. Bei den meisten der untersuchten Tumore weist 
die p27KIP1-Expression auf die Dignität hin. Die Anfärbbarkeit von 
neoplastischem Gewebe zeigt Unterschiede zu der von gesundem Gewebe, meist 
in Form einer erniedrigten p27KIP1-Expression bei malignem Gewebe. Dies lässt 
sich jedoch keinesfalls immer feststellen. 
Interessant ist die Studie von Shiozawa et al. (2001) zur Expression von p27KIP1 
bei gesundem und neoplastisch verändertem Gewebe der Cervix uteri. Es zeigt 
sich, dass die p27KIP1-Expression des normalen Plattenepithels der Zervix 
hauptsächlich in den oberflächlichen und intermediären Zellen hoch ist. In den 
parabasalen Zellen, die sich am aktivsten replizieren, ist der Anteil positiver 
Zellen hingegen gering. Die Expression nimmt mit zunehmender 
Tumorprogression erwartungsgemäß ab. Bei der zervikalen intraepithelialen 
Neoplasie (cervical intraepithelial neoplasia, CIN) ist die p27KIP1-Expression im 
Vergleich zum gesunden Gewebe also stark reduziert. Man würde nun annehmen, 
dass sie beim invasiven Plattenepithelkarzinom (squamous cell carcinoma, SCC) 
der Zervix weiterhin abnimmt. Dies ist jedoch nicht der Fall. 
Überraschenderweise ist die Anzahl der p27KIP1-positiven Zellen beim 
Zervixkarzinom erhöht. Auch die anfangs inverse Korrelation von p27KIP1 zu Ki-
67, ckd2 und Zyklin E ist beim Zervixkarzinom nicht mehr vorhanden (Shiozawa 
et al. 2001).  
Ebenso erstaunlich sind die Untersuchungen beim normalen und veränderten 
Endometrium. Die Drüsenzellen der Funktionalis zeigten sich in der 
Sekretionsphase überwiegend p27KIP1-positiv, in der Proliferationsphase hingegen 
negativ. Beim Endometriumkarzinom nimmt die p27KIP1-Expression zu, und zwar 
in Korrelation mit der Ki-67-Expression und höherem histologischen Tumorgrad. 
Außerdem ist die hohe p27KIP1-Expression mit klinisch-pathologischen 
Parametern assoziiert, wie dem FIGO-Stadium (Fédération Internationale de 
Gynécologie et d'Obstétrique), der Lymphknoten-Metastasierung sowie der 
Myometriuminvasion (Watanabe et al. 2002). 
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4.3 Diskussion der eigenen Ergebnisse 
Diese Arbeit hat gezeigt, dass der Zellzyklusinhibitor p27KIP1 nicht als 
diagnostischer Marker zur Differenzierung von Leiomyomen und 
Leiomyosarkomen geeignet ist. Der Anteil positiv gefärbter Zellen rangiert bei 
den Leiomyomen zwischen 0 % und 99 %. Bei den Leiomyomen liegt meist eine 
mittlere bis starke p27KIP1-Expression vor, nur vier Tumore exprimierten kein 
p27KIP1. Auch bei den Leiomyosarkomen zeigen sich alle Abstufungen des Anteils 
positiver Zellen von 0 %-99 %. Der Vergleich der mittleren p27KIP1-Expression 
zwischen Leiomyomen und Leiomyosarkomen zeigt einen deutlichen Trend hin 
zu höherer p27KIP1-Expression bei den Sarkomen, allerdings ist dieser Unterschied 
nicht signifikant. Diese Ergebnisse sind überraschend. Wie bereits ausführlich 
beschrieben (siehe Kapitel 1.2), handelt es sich bei dem untersuchten Protein 
p27KIP1 um einen Zellzyklus-Inhibitor. In den meisten Untersuchungen findet sich 
eine hohe Konzentration von p27KIP1 in ruhenden Zellen und niedrige 
Konzentrationen in proliferierendem Gewebe. So ist die p27KIP1-Expression in 
mittleren und apikalen Regionen der intestinalen Villi hoch, während p27KIP1-
positive Zellen in den proliferierenden basalen Regionen der Villi selten sind 
(Fero et al. 1996). Wie in Kapitel 4.2 erläutert, ist die p27KIP1-Expression in 
neoplastischen Läsionen der meisten Gewebe, allerdings nicht aller, vermindert. 
Die Leiomyome und Leiomyosarkome stellen also, zusammen mit anderen 
Tumoren, wie dem Zervixkarzinom der Zervix, bezüglich der p27KIP1-Expression 
eine Ausnahme dar. Der Grund für die Anhäufung des Zellzyklusinhibitors 
p27KIP1 in den malignen Tumorzellen ist unbekannt.  
Auch die Untersuchungen der Korrelation der p27KIP1-Expression zu Alter und 
Geschlecht der Patienten ergaben keine signifikante Ergebnisse und somit auch 
keine Erklärungsansätze. Die p27KIP1-Expression der Leiomyome zeigte keine 
deutlichen Unterschiede bei den älteren Patientinnen im Vergleich mit den 
jüngeren. Bei den Leiomyosarkomen allerdings ist ein signifikanter Unterschied 
zu beobachten. Die über 60-jährigen Patienten haben deutlich höhere Anteile an 
p27KIP1-positiven Zellen. Auch die Korrelation des Geschlechts der Patienten zur 
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p27KIP1-Expression zeigte Unterschiede. Frauen mit Leiomyosarkomen haben 
höhere p27KIP1-Werte als Männer. Hier war der Unterschied allerdings nicht 
signifikant.  
Im Folgenden sollen mögliche Erklärungen für die paradoxe Expression des 
Proteinkinaseinhibitors bei leiomyogenen Tumoren erörtert werden. 
Bei der überwiegenden Mehrheit der zuvor beschriebenen Studien handelt es sich 
um Karzinome, Tumore epithelialen Ursprungs. In dieser Arbeit dagegen wurden 
hingegen Tumore mesenchymalen Ursprungs untersucht. Es gibt zahlreiche 
Unterschiede im biologischen Verhalten von Karzinomen und Sarkomen. So 
wachsen Sarkome beispielsweise sehr viel langsamer als Karzinome, dafür 
werden sie teilweise aber viel größer. Auch die Art der Metastasierung zeigt 
Unterschiede. Im Vergleich zu Karzinomen neigen Sarkome kaum zur Bildung 
von Lymphknotenmetastasen, stattdessen kommt es eher zur Bildung von 
Satellitentumoren (Riede & Schäfer 1995). Es ist also keineswegs 
unwahrscheinlich, dass sich auch die Zellzyklusregulation der Sarkome von jener 
der Karzinome unterscheidet. 
Die Ergebnisse dieser Arbeit stellen keineswegs die alleinige Ausnahme der Regel 
„geringe p27KIP1-Expression = hohe Malignität“ dar. Wie in Kapitel 4.2 erläutert, 
gibt es weitere Studien, deren Ergebnisse der obigen Regel widersprechen. 
Warum dies so ist, ist bislang nicht bekannt, aber eine mögliche Erklärung könnte 
sein, dass die p27KIP1-Konzentration zwar hoch ist, aber auch der Abbau durch 
den Ubiquitin/Proteasom-Pfad hochreguliert ist, ähnlich wie dies auch beim 
kolorektalen Karzinom schon beobachtet wurde (Loda et al. 1997). Die 
Lebensdauer von p27KIP1 könnte also so stark reduziert sein, dass sich die volle 
wachstumshemmende Wirkung nicht entfalten kann. 
Eine weitere Erklärung könnte eine Studie liefern, die darauf hinweist, dass die 
Überexpression bestimmter wachstumsstimulierender Faktoren, wie Zyklin 
D/cdk4-Komplexe, in der Lage ist, den wachstumshemmenden Effekt von p27KIP1 
zu überwinden (Fredersdorf et al. 1997). 
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Auch besteht die Möglichkeit, dass p27KIP1 zwar immunhistochemisch 
nachweisbar ist, aber nur noch insuffiziente Funktionen hat. Studien haben 
gezeigt, dass die Phosphorylierung von Threonin-187 des p27KIP1-Proteins durch 
den Zyklin E/cdk2-Komplex die Degradierung des Proteins bewirkt (Morisaki et 
al. 1997; Vlach, Hennecke & Amati 1997). Es könnte also sein, dass die 
wachstumsinhibierende Funktion von p27KIP1 schon beeinträchtigt ist, obwohl das 
antigene Epitop noch immunreaktive Eigenschaften zeigt.  
Die genauen Gründe, warum die p27KIP1-Expression in Leiomyosarkomen ebenso 
wie in anderen malignen Tumoren nicht reduziert ist, muss in weiteren Studien 
untersucht werden und sollte Anlass sein, die Funktion von p27KIP1 als reinem 
Zellzyklusinhibitor in Frage zu stellen.  
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass es für Ärzte wie für Patienten, 
insbesondere für die außerordentlich hohe Zahl an Leiomyom-Patientinnen, 
weiterhin von großer Wichtigkeit ist, einen zuverlässigen differenzial-
diagnostischen Marker für die teilweise schwierige Unterscheidung von 
Leiomyomen und Leiomyosarkomen zu finden. Die immunhistochemische 
Darstellung des Zyklinkinaseinhibitors p27KIP1 kann diese Funktion leider nicht 
erfüllen. 
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5 Zusammenfassung 
Die Validität des Zellzyklus-Inhibitors p27KIP1 als differenzialdiagnostischer 
Marker zur Unterscheidung von Leiomyomen und Leiomyosarkomen wurde 
anhand von 76 Präparaten, davon 41 Leiomyome und 35 Leiomyosarkome, 
getestet.  
4 µm dicke Paraffinschnitte wurden einer immunhistochemischen Reaktion 
mittels indirekter Peroxidasereaktion mit einem Antikörper gegen den 
Proteinkinaseinhibitor p27KIP1 unterzogen und semiquantitativ ausgewertet. 
Sowohl bei den Leiomyomen als auch bei den Leiomyosarkomen erwies sich die 
p27KIP1-Expression als sehr uneinheitlich. Von negativ bis stark positiv waren alle 
Ergebnisse vorhanden. Die Korrelation der Ergebnisse der p27KIP1-Expression von 
Leiomyomen und Leiomyosarkomen zeigten keine signifikanten Unterschiede 
(p = 0,46). Allerdings ist ein deutlicher Trend der Überexpression von p27KIP1 bei 
den Leiomyosarkomen zu erkennen. Eine Berechnung von Sensitivität und 
Spezifität bei verschiedenen Grenzwerten der p27KIP1-Expression (1 %, 5 %, 
50 %) belegte, dass es keinen sinnvollen Ansatz zur diagnostischen Verwendung 
dieses Markers gibt, da sich kein Grenzwert mit sowohl hoher Sensitivität, als 
auch hoher Spezifität ermitteln ließ. Der Vergleich der p27KIP1-Expression mit 
Alter und Geschlecht der Patienten zeigt bis auf eine Ausnahme keine 
signifikanten Unterschiede. Lediglich bei den Leiomyosarkom-Patienten konnte 
nachgewiesen werden, dass die p27KIP1-Expression des Tumorgewebes bei den 
über 60-jährigen signifikant (p = 0,04) stärker ist, als bei den unter 60-jährigen 
Patienten. 
Der Vergleich mit der Literatur macht deutlich, dass dies ein ungewöhnliches 
Ergebnis ist. Da p27KIP1 ein Zellzyklusinhibitor ist, der den Übergang von der G1 
in die S-Phase hemmt, ist seine Expression in den meisten malignen Neoplasien 
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stark reduziert. Allerdings ist die Überexpression des Proteinkinaseinhibitors auch 
bei anderen malignen Tumoren zu finden. 
Die Arbeit zeigt, dass p27KIP1 offensichtlich nicht immer als Tumorsuppressor 
fungiert. Als differenzialdiagnostischer Marker zur Unterscheidung von 
Leiomyomen und Leiomyosarkomen ist p27KIP1 ungeeignet.  
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7 Anhang 
7.1 Abkürzungen 
5cEE 5c Exceeding event 
ABC Avidine-Biotine-Complex 
BMDP  Biomedical Package, Statistical Software 
BSA bovines Serumalbumin 
CDK Cyclin-dependent kinase  
CDKI cyclin dependant kinase inhibitor 
CIN cervical intraepithelial neoplasia 
CIP/KIP CDK-inhibitory protein/kinase-inhibitory proteins 
c-Myc zelluläres menschliches Myelocytomatose Epitop 
DAB Diaminobenzidin 
DNA deoxyribonucleic acid 
et al.  und andere 
FIGO Fédération Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique 
GnRH gonadotropin-releasing hormone 
HE Hämatoxylin-Eosin 
HPF High Power Field 
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ICSI Intracytoplasmatische Spermieninjektion 
IVF In Vitro Fertilisierung 
LM Leiomyom 
LMS Leiomyosarkom 
MP Mittlere Ploidie 
PBS Phosphate-Buffered Saline 
PNCA proliferating cell nuclear antigen 
RB Retinoblastom-Tumorsuppressorgen 
SCC Squamous cell carcinoma 
SERM Selektiver Estrogenrezeptor Modulator 
TGF-β transforming growth factor β 
UMP Unbestimmtes malignes Potential 
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7.2 Datensammlung 
Tabelle 7-1: Rohdaten zur Auswertung der p27KIP1-Expression 
Präparate-Nr. Tumorart Geschlecht Alter Färbegrad 
23826.95 LMS w 49 3 
25822.95 LMS w 62 4 
12225.96 LMS w 61 4 
29543.95 LMS m 63 4 
6365.93 LMS m 61 4 
6262.93 LMS m 61 2 
10901.96 LMS w 65 3 
5504.96 LMS m 56 3 
212.96 LMS w 40 4 
10092.89 LMS w 64 3 
2567.95 LMS w 64 4 
27994.92 LMS w 36 2 
28945.92 LMS w 36 4 
26132.95 LMS w 56 4 
19124.92 LMS w 44 1 
12666.94 LMS w 47 3 
9960.91 LMS w 57 2 
19318.94 LMS m 63 3 
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Fortsetzung Tabelle 7-1 
Präparate-Nr. Tumorart Geschlecht Alter Färbegrad 
28067.95 LMS w 47 4 
24465.95 LMS w 50 1 
31604.92 LMS w 45 3 
25744.94 LMS m 80 4 
27031.94 LMS m 80 3 
30282.95 LMS w 47 2 
36291.95 LMS w 87 4 
25840.93 LMS w 52 2 
30016.93 LMS m 65 4 
29178.94 LMS m 61 4 
31195.94 LMS w 65 3 
26846.95 LMS w 71 3 
10501.95 LMS w 60 3 
14454.93 LMS w 62 3 
20531.87 LMS m 66 4 
18875.96 LM w 36 2 
18877.96 LM w 44 4 
19710.96 LM w 65 4 
19753.96 LM w 62 3 
20749.96 LM w 33 4 
21160.96 LM w 74 4 
21679.96 LM w 68 3 
21683.96 LM w 47 3 
22539.96 LM w 41 3 
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Fortsetzung Tabelle 7-1 
Präparate-Nr. Tumorart Geschlecht Alter Färbegrad 
22631.96 LM w 58 2 
22818.96 LM w 39 4 
22844.96 LM w 55 4 
23270.96 LM w 44 3 
23928.96 LM w 30 3 
28312.96 LM w 56 3 
29089.96 LM w 41 3 
29553.96 LM w 48 3 
17240.96 LM w 54 4 
28404.96 LM w 51 3 
19522.96 LM w 55 3 
29087.96 LM w 32 3 
17453.96 LM w 46 3 
14149.96 LM w 38 3 
4406.96 LM w 40 3 
9115.96 LM w 38 3 
11781.96 LM w 55 2 
14944.96 LM w 36 2 
22817.96 LM w 46 4 
13903.96 LM w 36 4 
13983.96 LM w 43 2 
14046.96 LM w 34 3 
14148.96 LM w 38 4 
15841.96 LM w 47 2 
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Fortsetzung Tabelle 7-1 
Präparate-Nr. Tumorart Geschlecht Alter Färbegrad 
15842.96 LM w 57 4 
15945.96 LM w 55 4 
16376.96 LM w 55 1 
16473.96 LM w 50 1 
17395.96 LM w 54 1 
17915.96 LM w 47 3 
18064.96 LM w 41 2 
18346.96 LM w 45 1 
 
  
Einteilung des Färbegrads: 
1: 0-1 %, negativ; 
2: 1-5 % sporadisch positiv;  
3: 5-50 %, regional positiv;  
4:  >50 % diffus positiv 
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